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Die vorliegende Erfindung betrifft ein Rastermikroskop zum Abbilden eines Objekts, 
mit einer Lichtquelle, einem nahezu stufenlos variabel einstellbaren spektral selekti- 
ven Element, einer nahezu stufenlos variabel einstellbaren spektral selektiven De- 
tektionseinrichtung, einem von der Lichtquelle bis zum Objekt verlaufenden Be- 
leuchtungsstrahlengang, einem vom Objekt zur Detektionseinrichtung verlaufenden 
Detektionsstrahlengang, wobei mit dem spektral selektiven Element Licht der Licht- 
quelle zur Objektbeleuchtung selektierbar ist, wobei mit dem spektral selektiven 
Element^as-am-ObjeW-reflektierte-uncl/ode 

quelle aus dem Detektionsstrahlengang ausblendbar ist, wobei zumindest ein Wel- 
lenlangenbereich des im Detektionsstrahlengang verlaufenden Lichts mit der spek- 
tral selektiven Detektionseinrichtung detektierbar ist. 

Unter Rastermikroskopen im Sinn der vorliegenden Erfindung. sind Mikroskope zu 
verstehen, bei denen das abzubildende Objekt mit einem Beleuchtungsmuster ab- 
gerastert wird. Dieser Rastervorgang erfolgt Qblicherweise maanderformig, so dass 
das Objekt mit dem Beleuchtungsmuster in ahnlicher Weise abgerastert wird, wie 
beispielsweise ein Elektronenstrahl auf den Bildschirm einer Braun'schen Rohre 
gelenkt wird. 

Insbesondere bei biomedizinischen Anwendungen werden seit geraumer Zeit ganz 
besondere Rastermikroskope, namlich konfokale Rastermikroskope, dann einge- 
setzt, wenn - verglichen zu konventionellen Auflicht- oder Durchlichtmikroskopen - 
eine verbesserte Auflosung entlang der optischen Achse bendtigt wird. Bezuglich 
der Ausgestaltung und Einsatzmoglichkeiten konfokaler Rastermikroskope wird bei- 
spielsweise auf die Literaturstelle ..Handbook of biological confocal microscopy", 
Editor: J. Pawley, Plenum Press 1995 verwiesen. 

Im Rahmen der deutschen Patentanmeldungen DE 43 30 347 A1 und DE 199 02 
625 A1 wurde eine Moglichkeit gefunden, die Detektionseinrichtung eines her- 
kommlichen konfokalen Rastermikroskops durch eine nahezu stufenlos variabel 
einstellbare spektral selektive Detektionseinrichtung zu ersetzen. Hierzu werden die 
vor den Detektoren herkommlicher konfokaler Rastermikroskope angeordneten un- 
flexiblen Farb- oder Interferenzfilter durch den Einsatz einer entsprechenden Vor- 
richtung zur Selektion und Detektion mindestens zweier Spektralbereiche eines 
Lichtstrahls ersetzt. Hierbei wird der Lichtstrahl zunachst mit einem Prisma, einem 



optischen Gitter oder einem Hologramm spektral zerlegt. Sodann wird von dem 
spektral zerlegten Licht ein erster Spektralbereich mit Hilfe von beweglich angeord- 
neten Spiegelblenden selektiert und mit einem ersten Detektor detektiert. Das auf 
die Spiegelblenden treffende, nicht selektierte Licht wird zur- Detektion mit einem 
zweiten Detektor reflektiert. Insoweit ist durch die in den deutschen Patentanmel- 
dungen DE 43 30 347 A1 und DE 199 02 625 A1 beschriebenen Vorrichtungen 
eine Moglichkeit bekannt, auf die den Detektoren vorgeschalteten, im Hinblick auf 
— die^pek-tFale-Einstellungsmeglieh^ 

Aus der DE 199 06 757 A1 ist eine optische Anordnung bekannt, mit der die 
dichroitischen oder multichroitischen Strahlteiler eines konfokalen Rastermikro- 
I skops ersetzt werden konnen. Hierbei wird mit einem nahezu stufenlos variabel ein- 
stellbaren spektral selektiven Element Licht der Laserlichtquelle mindestens einer 
Wellenlange zur Objektbeleuchtung selektiert und das am Objekt reflektierte 
und/oder gestreute Licht der Laserlichtquelle aus dem Detektionsstrahlengang aus- 
geblendet. Als spektral selektives Element wird ein ansteuerbares aktives optisches 
Bauteil eingesetzt, das beispielsweise in Form eines AOTF (Acousto-Optical- 
Tunable-Filter) oder eines AOD (Acousto-Optical-Deflector) ausgefuhrt ist. 

Insbesondere bei der konfokalen Rastermikroskopie schwach fluoreszierender Pro- 
ben hat der zur Objektbeleuchtung dienende Lichtstrahl eine zu kurze Verweildauer 
pro abgerasterten Objektpunkt. Dementsprechend ist das Signal-zu-Rausch-Ver- 
haltnis des detektierten Objektpunkts in der Regel zu gering, wenn nicht sogar un- 
^ brauchbar. Insbesondere bei physiologischen Applikationen besteht ein groBer Be- 
W darf, lebende Proben zu untersuchen. Hierbei finden naturgemaB schnelle Bewe- 
gungsvorgange statt, die nur dann in sinnvoller Weise detektiert werden konnen, 
wenn die detektierten Bilder des Objekts entsprechend schnell aufgenommen wer- 
den konnen. Eine derail hohe Detektionsgeschwindigkeit ergibt ublicherweise 
ebenfalls ein ungenQgendes Signal-zu-Rausch-Verhaltnis der detektierten Bildda- 
ten. 

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, ein Rastermikroskop 
der gattungsbildenden Art derart anzugeben und weiterzubilden, dass ein Objekt 
auch bei einer hohen Rastergeschwindigkeit mit einem verbesserten Signal-zu- 
Rausch-Verhaltnis detektiert werden kann. 



Das erfindungsgemaBe Verfahren der gattungsbildenden Art lost die voranstehende 
Aufgabe durch die Merkmale des Patentanspruchs 1. Danach ist ein solches Ra- 
stermikroskop dadurch gekennzeichnet, dass der Beleuchtungsstrahlengang und 
der Detektionsstrahlengang im Sinn eines konfokalen Spaltscanners ausgebildet 
sind. 

mndungsgemaSHst-zurraehs^ des-Ra- 
stervorgangs mit dem Rastermikroskop eine langere Verweildauer des Beleuch- 
tungslichtsstrahls auf dem Objekt zur Folge hat und somit uber einen langeren Zeit- 
raum die Detektion eines jedert Objektpunkts moglich ist. Dies wiederum ergibt ein 
erhohtes Signal-zu-Rausch-Verhaltnis des mit der Detektionseinrichtung detektier- 
ten, vom Objekt kommenden Lichts. Eine Parallelisierung der Objektdetektion ist 
durch eine Ausbildung des Beleuchtungsstrahlengangs und des Detektionsstrah- 
lengangs im Sinn eines konfokalen Spaltscanners vorgesehen. 

Das nahezu stufenlos variabel einstellbare spektral selektive Element wie auch die 
nahezu stufenlos variabel einstellbare Detektionseinrichtung wird bei konventionel- 
len Rastermikroskopen lediglich als konfokales Rastermikroskop im Sinn eines 
Punktscanners eingesetzt. Das heiBt, das Objekt wird punktformig abgerastert und 
das spektral selektive Element und die spektral selektive Detektionseinrichtung wir- 
ken auf einen punktformigen Lichtstrahl. Sowohl das spektral selektive Element als 
auch die Detektionseinrichtung konnen jedoch auch auf einen linienformigen Licht- 
strahl in vergleichbarer Weise wirken, so dass mit diesen Komponenten auch ein 
Rastermikroskop im Sinn eines ko-nfokalen Spaltscanners realisiert werden kann. 

Bei einem konfokalen Spaltscanner wird das Objekt mit einem linienformigen Be- 
leuchtungsmuster in der Fokalebene des Mikroskopobjektivs des Rastermikroskops 
beleuchtet. Durch eine besondere Ausgestaltung des Detektionsstrahlengangs wird 
dann lediglich das vom Objekt kommende Licht detektiert, das aus dem linienformig 
beleuchteten Objektbereich kommt, beispielsweise aus der Fokalebene des Mikro- 
skopobjektivs. Ein konfokaler Spaltscanner hat eine Konfokalitat in Richtung quer 
zur linienformigen Objektbeleuchtung. In Richtung der linienformigen Objektbe- 
leuchtung liegt so gut wie keine Konfokalitat vor. Durch das linien- bzw. zeilenfor- 
mige Abtasten des Objekts wird jedoch - verglichen zum zeilenweise punktformigen 
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Abrasten des Objekts - bei derselben Bildrate pro Objektpunkt eine langere Be- 
leuchtungs- und Detektionsdauer erreicht. Hierdurch konnen in besonders vorteil- 
hafter Weise auch schwach fluoreszierende oder lebende Proben mit einem ver- 
besserten Signal-zu-Rausch-Verhaltnis detektiert werden. 

In einer konkreten Ausfuhrungsform ist im Beleuchtungsstrahlengang eine Be- 
leuchtungsspaltblende vorgesehen. Die Beleuchtungsspaltblende ist hierbei vor- 
^ugsweise-in^inei^zur-Fok^ 

Ebene angeordnet, so dass beleuchtungsseitig die Beleuchtungsspaltblende in die 
Fokaiebene des Mikroskopobjektivs des Rastermikroskops abgebildet wird und so- 
mit ein linienformiges Beleuchtungsmuster im Objektbereich generiert. Zum Abra- 
stem des Objekts kann dieses linienformige Beleuchtungsmuster beispielsweise mit 
einem im Beleuchtungsstrahlengang angeordneten schwenkbaren Spiegel relativ 
zum Objekt bewegt werden, indem dieser namlich den Beleuchtungsstrahlengang 
in geeigneter Weise um einen Drehpunkt verkippt, der in der Eintrittspupille des Mi- 
kroskopobjektivs liegt. 

Eine Detektion im Sinn eines konfokalen Spaltscanners konnte dadurch erzielt wer- 
den, dass im Detektionsstrahlengang eine Detektionsspaltblende vorgesehen ist. 
Die Detektionsspaltblende ist vorzugsweise in einer Ebene im Detektionsstrahlen- 
gang angeordnet, die zur Fokaiebene des Mikroskopobjektivs korrespondiert. Mit 
anderen Worten bildet das Mikroskopobjektiv das in seiner Fokaiebene angeord- 
nete Objekt mit der zusatzlichen Optik, die eventuell im Detektionsstrahlengang 
zwischen Mikroskopobjektiv und Detektionsspaltblende angeordnet ist, auf die 
Ebene ab, in der die Detektionspaltebene angeordnet ist. Die Detektionsspaltebene 
ist in der zur Fokaiebene des Mikroskopobjektivs korrespondierenden Ebene derart 
angeordnet, dass lediglich das vom Objekt kommende Licht die Detektionsspalt- 
blende passieren kann, das aus dem linienformigen Beleuchtungsbereich aus der 
Fokaiebene des Mikroskopobjektivs kommt. Insoweit liegt bezuglich der Beleuch- 
tungsspaltblende und der Detektionsspaltblende eine konfokale Anordnung vor. 

Nun kann es von Applikation zu Applikation erforderlich sein, die Form des Be- 
leuchtungsmusters variieren zu konnen. So konnte lediglich ein Teil der insgesamt 
abbildbaren Fokaiebene des Mikroskopobjektivs detektiert werden, beispielsweise 
in Form einer Region-of-Interest-Abbildung. Hierzu wird die Lange des linienformi- 




gen Beleuchtungsmusters entsprechend zu verkiirzen sein. Andererseits konnte die 
Breite des linienformigen Beleuchtungsmusters zu variieren sein, wodurch Ietztend- 
lich die Auflosung der rastermikroskopischen Abbildung quer zum linienformigen 
Beteuchtungsmuster verandert wird. Hierzu ist vorgesehen, dass die Spaltlange 
und/oder die Spaltbreite der Beleuchtungsspaltblende und/oder der Detektions- 
spaltblende variabel einstellbar ist. Eine Variation der Spaltlange und Spaltbreite 
erfoJgt hierbei vorzugsweise unabhangig voneinander, d.h. bei einer bestimmten 
-SpartlangeHsHediglieh-eHe~Spaltbreite-der Beleuchtungsspaltblende-und/oder-der — 
Detektionsspaltblende variabel einstellbar. Eine konfokale Abbildung ist stets dann 
sichergestellt, wenn sowohl die Beleuchtungsspaltblende als auch die Detektions- 
spaltblende bei einer Variation der Spaltlange und/oder der Spaltbreite in gleicher 
Weise verandert werden. 

Im Konkreten konnte die Beleuchtungsspaltblende und/oder die Detektionsspalt- 
blende beweglich angeordnete Blenden umfassen. Beispielsweise ist eine Anord- 
nung von vier rechteckformigen Blenden denkbar, die jeweils in einer Richtung be- 
wegt bzw. verschoben werden konnen, vorzugsweise motorgesteuert. Jeweils zwei 
der Blenden konnten mit jeweils einer Seite bzw. Kante einer Blende parallel zu- 
einander in einer Ebene liegend angeordnet sein, wobei zwischen den beiden Sei- 
ten bzw. Kanten der Blende dann das Beleuchtungs- bzw. Detektionslicht passieren 
kann, also der Spalt in einer Richtung gebildet ist. Die beiden anderen Blenden 
konnten mit einer Seite bzw. Kante jeweils einer Blende senkrecht dazu orientiert 
ausgerichtet sein und im Wesentlichen in der gleichen Ebene angeordnet sein, so 
dass die beiden anderen Blenden den Spalt entlang der Richtung senkrecht dazu 
begrenzen. Eine solche Anordnung von vier Blenden ermoglicht eine Variation der 
Spaltlange unabhangig von einer Variation der Spaltbreite der Beleuchtungsspalt- 
blende und/oder der Detektionsspaltblende. 

Eine Variation der Spaltlange und/oder der Spaltbreite konnte auch durch eine je- 
weils der Beleuchtungsspaltblende und/oder der Detektionsspaltblende zugeord- 
nete Vario-Optik bewirkt werden. Die Vario-Optik ist hierbei derart im Beleuchtungs- 
bzw. Detektionsstrahlengang angeordnet, dass die wirksame Spaltbreite und/oder 
die wirksame Spaltlange der entsprechenden Spaltblende verandert werden kann. 
Im Konkreten konnte es sich urn eine Zoom-Optik handeln, die namlich die Ge- 
samtvergroBerung des Beleuchtungs- bzw. Detektionsstrahlengangs von der jewei- 



ligen Blende zum Objekt verandert. Eine Vario-Optik kann unter Umstanden als fer- 
tig konfigurierte Baugruppe in den entsprechenden Strahlengang eingesetzt wer- 
den, so dass in vorteilhafter Weise eine mechanische Verstellung einzelner Blen- 
denteile nicht erforderlich ist. 

Das spektral selektive Element umfasst ein ansteuerbares aktives optisches Bau- 
teil. Hierdurch ist es, eine entsprechende Ansteuerung vorausgesetzt, nahezu stu- 
fenlos -variabehernstellbaPr-Grundsat-zlieh -konnen^He--aus-der-De— 1-99-06-757-AI- 
bekannten Ausfuhrungsformen eines dort offenbarten spektral selektiven Elements 
bei dem hier vorliegenden erfindungsgemaGen Rastermikroskop zum Einsatz kom- 
men, so dass der Offenbarungsgehalt der DE 199 06 757 A1 hier ausdrucklich hin- 
zugezogen und insoweit als bekannt vorausgesetzt wird. Besonders bevorzugt sind 
als spektral selektives Element zwei AOTF-Kristalle vorgesehen, wobei eines davon 
das aktive optische Bauteil bildet, das mit einer entsprechenden Ultraschallwelie 
beaufschlagt wird. Der andere AOTF-Kristall ist als optisch inaktives Bauteil dem 
ersten AOTF-Kristall im Detektionsstrahlengang nachgeordnet, und zwar ist er der- 
ail angeordnet, dass er eine spektrale Zerlegung des vom Lumineszenzobjekt 
kommenden Lumineszenzlichts sowie eine Aufspaltung der unterschiedlichen Pola- 
risationsrichtungen durch den ersten AOTF-Kristall ruckgangig macht. Hierzu ist der 
zweite AOTF-Kristall bezQglich der Langsachse des ersten AOTF-Kristalls urn 180 
Grad verdreht angeordnet. In einer anderen Ausfuhrungsform wird der zweite 
AOTF-Kristall ebenfalls mit einer Ultraschallwelie beaufschlagt. In der Anordnung 
dient der Kristall zur weiteren Unterdruckung des Restlichtes, das vom ersten 
AOTF-Kristall nicht wirksam reflektiert wurde. 

Die spektral selektive Detektionseinrichtung umfasst Mittel zur spektralen Zerlegung 
des im Detektionsstrahlengang verlaufenden Lichts. Vorzugsweise ist dieses Mittel 
in Form eines Prismas ausgefuhrt. Altemativ konnte ein Gitter Oder ein Hologramm 
vorgesehen sein. Weiterhin umfasst die spektral selektive Detektionseinrichtung 
Mittel, die einerseits zum Selektieren eines ersten Spektralbereichs zur Detektion 
mit einem ersten Detektor und andererseits Mittel zur Reflektion zumindest eines 
Teils des nicht selektierten Spektralbereichs zur Detektion mit einem zweiten De- 
tektor aufweist. Somit durchlauft das im Detektionsstrahlengang verlaufende Licht 
zunachst das beispielsweise in Form eines Prismas ausgefiihrte Mittel zur spektra- 
len Zerlegung und trifft dann - spektral zerlegt bzw. raumlich aufgefachert - auf das 



Mittel zum Selektieren eines ersten Spektralbereichs. Der Teil des spektral zerleg- 
ten Lichts, der auf das Mittel zur Reflexion zumindest eines Teils des nicht selek- 
tierten Spektralbereichs auftrifft, wird zu einem zweiten Detektor reflektiert. Die 
spektral selektive Detektionseinrichtung konnte somit gemaG den Ausfuhrungsfor- 
men, die aus den DE 43 30 347 A1 und DE 199 02 625 Al bekannt sind, ausge- 
fuhrt sein. Insoweit wird der Offenbarungsgehalt dieser deutschen Patentannriel- 
dungen hier ausdrucklich hinzugezogen und ebenfalls insoweit als bekannt voraus- 
gesetzt 

Falls die Mittel zum Selektieren des ersten Spektralbereichs bzw. die Mittel zur Re- 
flexion zumindest eines Teils des nicht selektierten Spektralbereichs durch ver- 
schiebbar angeordnete Blenden, Spaltblenden und/oder Spiegelblenden realisiert 
sind,. wobei eine Verschiebung bzw. mechanische Verstellung zumindest nahezu 
stufenlos erfolgen kann, liegt eine nahezu stufenlos variabel einstellbare spektral 
selektive Detektionseinrichtung vor. 

In einer ganz besonders bevorzugten Ausfuhrungsform weist die Detektionsein- 
richtung einen flachenformigen oder einen linenformigen Detektor auf. Dieser De- 
tektor weist eine seiner Flachen- oder Linienform entsprechende Ortsauflosung auf. 
Insoweit kann mit dem flachenformigen oder linienformigen Detektor das die Detek- 
tionsspaltblende passierende und spektral zerlegte und selektierte Detektionsslicht 
auf einmal detektiert werden. Im Fall eines flachenformigen Detektors wird in einer 
Richtung — parallel zur Langsseite der Detektionsspaltblende - die disinformation 
des abgerasterten Objekts detektiert. Senkrecht dazu wird fur jeden abgebildeten 
Objektpunkt die spektrale Komponente des Detektionslichts detektiert, die vom 
Mittel zur spektralen Zerlegung raumlich aufgefachert wurde. 

Im Konkreten konnte der Detektor ein CCD-Element umfassen, das in Form eines 
CCD-Arrays bzw. CCD-Chips - also ein flachenformiges CCD-Element - oder eines 
Zeilen-Photomultipliers oder einer CCD-Zeile - also ein linienformiges CCD-Ele- 
ment - oder als CMOS-Element in Kombination mit einem Bildverstarker ausgebil- 
det sein. 

Falls die Form des Lichtstrahls des zu detektierenden Spektralbereichs auf die De- 
tektorform - also beispielsweise flachen- oder linienformig - anzupassen ist, konnte 
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im Detektionsstrahlengang vor einem Detektor der Detektionseinrichtung eine 
Adaptionsoptik angeordnet sein. Hierbei konnte es sich urn eine Linse oder eine 
Linsenanordnung handeln, die eine VergroBerung oder Verkleinerung oder eine 
weitere Abbildung bewirkt. Vorzugsweise ist die Adaptionsoptik variabel ausgefuhrt, 
beispielsweise in Form einer Zoom-Optik. Hierdurch konnte in besonders vorteil- 
hafter Weise ein Lichtstrahl kleinerer raumlicher AusmaBe auf die voile Flache bzw. 
Linie des flachen- oder linienformigen Detektors vergroBert werden. 



Insbesondere wenn ein linienformiger Detektor zur Detektion des Detektionslichts 
eingesetzt wird, ist es von Vorteil, wenn im Detektionsstrahlengang vor einem De- 

• tektor der Detektionseinrichtung ein Mittel zum Zusammenfuhren des Lichts ange- 
ordnet ist, das einen im Wesentlichen linienformigen oder fokussierten Lichtstrahl 
erzeugt. Das Mittel zum Zusammenfuhren des Lichts macht die spektrale Zerlegung 
bzw. raumliche Auffacherung des Mittels zur spektralen Zerlegung der spektral se- 
lektiven Detektionseinrichtung zumindest weitgehend ruckgangig oder fokussiert 
zumindest das spektral aufgefacherte Licht auf eine Linie, der von dem linienformi- 
gen Detektor detektiert werden kann. 

Das Mittel zum Zusammenfuhren des Lichts konnte eine Linse, ein Prisma, ein Git- 
ter oder ein Hologramm umfassen. Falls das Mittel zum Zusammenfuhren des 
Lichts eine Linse umfasst, wird der raumlich aufgefacherte Lichtstrahl lediglich auf 
eine Linie fokussiert, die spektrale Zerlegung wird mit einer Linse allein jedenfalls 
nicht vollstandig ruckgangig gemacht. Mit einem entsprechend angeordneten 

• Prisma, Gitter oder optischen Baustein, das ein Hologramm aufweist, konnte jedoch 
eine spektrale Zerlegung des Mittels zur spektralen Zerlegung der Detektionsein- 
richtung nahezu vollstandig ruckgangig gemacht werden, so dass der spektral auf- 
gefacherte Lichtstrahl durch das Mittel zum ZusammenfQhren des Lichts in einen 
linienformigen Lichtstrahl uberfuhrt wird, der sodann von dem linienformigen De- 
tektor detektiert werden kann. 

Insbesondere fur FIuoreszenzlebensdauer-Applikationen oder Photon-Counting- 
Applikationen konnte der Detektor der Detektionseinrichtung eine Ausleserate auf- 
weisen, die im us- oder ns-Bereich liegt. Linien- oder zeilenformige Detektoren, die 
entsprechende Ausleseraten aufweisen, sind aus dem Stand der Technik bekannt 
und werden insbesondere bei den obengenannten Applikationen, bei der zeitlichen 




Auflosung des Abklingverhaltens von Lumineszenzpraparaten sowie bei Gasinjekti- 
onsexperimenten in Explosionskammern eingesetzt. 

Insbesondere konnte der Detektor der Detektionseinrichtung eine Aktivierungsein- 
heit aufweisen, die ein zeitliche Aktivierung und Deaktivierung des Detektors er- 
moglicht. Eine solche Aktivierungseinheit ist bei CCD-Arrays bzw. CCD-Chips oder 
CMOS-Verstarkern mit Ausleseraten im ns-Bereich durch eine Time-Gate-Schal- 
1ung-realisiert; tlie-eine-Detektion-des Detektors-in-einem~vorgebbaren-zeitlichen- 
Fenster ermoglicht. 

Ih einer ganz besonders bevorzugten Ausfuhrungsform ist das Rastermikroskop im 
Sinn eines Mehr-Photonen-Mikroskops ausgefuhrt. Dementsprechend kann das 
Objekt bzw. ein zur Objektmarkierung dienender Marker mit den Methoden der 
Mehr-Photonen-Anregung angeregt und detektiert werden. Insoweit ist eine hierzu 
geeignete Lichtquelle vorzusehen, beispielsweise eine ein gepulstes Licht im nahen 
Infrarot-Bereich emittierende Laserlichtquelle. Ublicherweise wird hierzu ein Titan- 
Saphir-Laser eingesetzt. Weiterhin ist das spektral selektive Element sowie die 
spektral selektive Detektionseinrichtung derart einzustellen, dass beispielsweise 
eine Zwei-Photonen-Fluoreszenzanregung mit Licht der Wellenlange aus einem 
Wellenlangenbereich von 720 bis 1000 nm und eine Detektion des hiermit ange- 
regten Fluoreszenzlichts in einem Bereich von 400 bis 600 nm erfolgt. Die Puls- 
dauer des von dem Titan-Saphir-Laser emittierten Lichts liegt vorzugsweise im ps- 
Bereich. Neben der Zwei-Photonen-Fluoreszenz sind auch noch andere nichtlineare 
Effekte in der Probe erzeugbar und detektierbar, wie z.B. die Erzeugung hoherer 
Harmonischer, beispielsweise Second- oder Third Harmonic Generation, oder 
CARS (Coherent Anti-Stokes Raman Scattering). 

Es gibt nun verschiedene Moglichkeiten, die Lehre der vorliegenden Erfindung in 
vorteilhafter Weise auszugestalten und weiterzubilden. Dazu ist einerseits auf die 
dem Patentanspruch 1 nachgeordneten Patentanspruche und andererseits auf die 
nachfolgende Erlauterung der bevorzugten Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung an- 
hand der Zeichnung zu yerweisen. In Verbindung mit der Erlauterung der bevorzug- 
ten Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung anhand der Zeichnung werden auch im All- 
gemeinen bevorzugte Ausgestaltungen und Weiterbildungen der Lehre erlautert. In 
der Zeichnung zeigen 
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Fig. 1 eine schematische Darstellung eines ersten Ausfuhrungsbeispiels ei- 

nes erfindungsgemaBen Rastermikroskops zum Abbilden eines Ob- 
jekts, 

Fig. 2 eine schematische Darstellung eines zweiten Ausfuhrungsbeispiels 
eines erfindungsgemaBen Rastermikroskops in perspektivischer An- 
— sicht; 

Fig. 3 ein schematische Darstellung eines Ausschnitts aus dem Ausfiih- 

rungsbeispiel aus Fig. 2 in perspektivischer Ansicht, 

Fig. 4 eine schematische Darstellung eines Teils einer Detektionseinrichtung 

eines weiteren AusfQhrungsbeispiels, 

Fig. 5 eine schematische Darstellung eines aus dem Stand der Technik be- 

kannten Ausfuhrungsbeispiels eines spektral selektiven Elements und 

Fig. 6 eine schematische Darstellung eines Ausfuhrungsbeispiels eines 

spektral selektiven Elements gemaB der hier vorliegenden Erfindung 
in einer perspektivischen Ansicht. 

Fig. 1 zeigt ein Rastermikroskop zum Abbilden eines Objekts 1 . Das Rastermikro- 
skop umfasst eine Laserlichtquelle 2, die zur Objektbeleuchtung des Objekts 1 
dient. Der Beleuchtungsstrahlengang 3 erstreckt sich von der Laserlichtquelle 2 
zum Objekt 1. Das Rastermikroskop umfasst des Weiteren eine nahezu stufenlos 
variabel einstellbare spektral selektive Detektionseinrichtung 4, die zumindest einen 
Wellenlangenbereich des im Detektionsstrahlengang 5 verlaufenden Lichts detek- 
tiert. Der Detektionsstrahlengang 5 verlauft vom Objekt 1 bis zu den Detektoren 6 
und 7. Das spektral selektive Element 8 selektiert Licht der Laserlichtquelle 2 zur 
Objektbeleuchtung, indem es Licht einer bestimmten Wellenlange zur Scaneinrich- 
tung 9 reflektiert. Das nicht selektierte Licht der Laserlichtquelle 2 - beispielsweise 
anderer Wellenlangen - passiert das spektral selektive Element 8 und wird in der 
Strahlfalle 10 absorbiert. Das am Objekt 1 reflektierte und/oder gestreute selektierte 
Licht der Laserlichtquelle 2 wird ebenfalls vom spektral selektiven Element 8 aus 



dem Detektionsstrahlengang 5 ausgeblendet, und zwar in Richtung zur Laserlicht- 
quelle 2 abgelenkt. 

erfindungsgemaB ist der Beleuchtungsstrahlengang 3 und der Detektionsstrahlen- 
gang 5 im Sinn eines konfokalen Spaltscanners ausgebildet. Dies ist der perspekti- 
vischen Darstellung des in Fig. 2 gezeigten Ausfuhrungsbeispiels besonders deut- 
lich entnehmbar. 



In Fig. 1 ist gezeigt, dass im Beleuchtungsstrahlengang 3 eine Beleuchtungsspalt- 
blende 1 1 vorgesehen ist. Der von der Laserlichtquelle 2 emittierte Lichtstrahl wird 
von der Linse 12 in einen linienformigen Lichtstrahl umgewandelt, der zumindest 
groBtenteils die Beleuchtungsspaltblende 1 1 passiert. In Fig. 1 ist lediglich die opti- 
sche Achse des linienformigen Strahlengangs gezeigt, der Beleuchtungsstrahlen- 
gang 3 und der Detektionsstrahlengang 5 weisen einen linienformigen Querschnitt 
auf, der senkrecht zur Zeichenebene angeordnet ist. 

Im Detektionsstrahlengang 5 ist eine Detektionsspaltblende 13 vorgesehen, die ei- 
nerseits korrespondierend zur Fokalebene 14 des Mikroskopobjektivs 15 und ande- 
rerseits korrespondierend zur Beleuchtungsspaltblende 1 1 angeordnet ist. 

Sowohl die Spaltlange als auch die Spaltbreite der Detektionsspaltblende 13 ist va- 
riabel einstellbar, was in den Fig. 2 und 3 angedeutet ist. Die Detektionsspaltblende 
13 umfasst hierbei vier beweglich angeordnete Blenden 16 bis 19. Jeweils eine 
Seite bzw. Kante der Blenden 16 bis 19 bilden den Spalt der Detektionsspaltblende 
13. Die Blenden 16 und 17 sind entlang der mit den Doppelpfeilen 20 angedeuteten 
Richtungen verschiebbar. Die Blenden 18 und 19 sind entlang den mit den Doppel- 
pfeilen 21 angedeuteten Richtungen verschiebbar. Somit kann mit den Blenden 18 
und 19 die Spaltbreite der Detektionsspaltblende 13 variiert werden. Mit den Blen- 
den 16 und 17 kann die Spaltlange der Detektionsspaltblende 13 variiert werden. 

In Fig. 1 ist gezeigt, dass zwischen der Beleuchtungsspaltblende 11 und dem 
spektral selektivem Element 8 eine Vario-Optik 22 angeordnet ist, mit der die wirk- 
same Spaltbreite und die wirksame Spaltlange der Beleuchtungsspaltblende 11 
verandert werden kann. Die Vario-Optik 22 ist in Form einer Zoom-Linsen-Anord- 
nung ausgebildet, die den Gesamt-VergrdBerungsfaktor des Beleuchtungsstrahlen- 



gangs 3 - zusammen mit dem Mikroskopobjektiv 15 - variiert und somit ein groBe- 
res Oder kleineres Bild der Beleuchtungsspaltblende 11 in der Fokalebene 14 des 
Mikroskopobjektivs 15 erzeugt. 

Die in den Fig. 1 bis 4 gezeigte spektral selektive Detektionseinrichtung 4 umfasst 
ein Mittel 23 zur spektralen Zerlegung des im Detektionsstrahlengang 5 verlaufen- 
den Lichts. Das Mittel 23 ist in Form eines Prismas ausgefuhrt. Weiterhin umfasst 
-dieHn-denH=ig— 1-und-4-gezeigte-Dete^onseinfiehtung-4 Mittel-24-und-40-zum-Se- 
lektieren eines ersten Spektral bereichs 25. Das vom Objekt 1 kommende, mit dem 
Mittel 24 und 40 selektierte Licht des ersten Spektralbereichs 25 wird mit dem De- 
tektor 6 detektiert. Das Mittel 24 ist eine verschiebbar angeordnete Blende, die mit 
dem Motor 26 entlang der Richtung des bei dem Mittel 24 eingezeichneten Doppel- 
pfeils bewegbar ist. 

Das Mittel 40 ist eine verschiebbar angeordnete Spiegelblende, die vom Motor 27 
entlang der Richtung des bei dem Mittel 40 eingezeichneten Doppelpfeils bewegbar 
ist. Das am Mittel 40 reflektierte Licht ist der spektrale Anteil des vom Mittel 23 
spektral zerlegten Lichts, das vom Objekt 1 kommt und das nicht fur den ersten 
Detektor 6 selektiert ist. Dieses Licht passiert zumindest groBtenteils das Mittel 28 
zum Selektieren des reflektierten Spektralbereichs und wird mit dem Detektor 7 
detektiert. Die in den Fig. 1 und 4 gezeigte Linse 29 kollimiert bzw. fokussiert das 
vom Mittel 23 spektral zerlegte Licht auf die Ebene, in der das Mittel 24 und 40 zum 
Selektieren des ersten Spektralbereichs 25 angeordnet ist. 

In den Fig. 2 und 3 ist perspektivisch angedeutet, dass die Detektionseinrichtung 4 
einen flachenformigen Detektor 6 aufweist. Der flachenfdrmige Detektor 6 weist 
eine seiner Flachenform entsprechenden Ortsaufiosung auf. Der flachenformige 
Detektor 6 ist in Form eines CCD-Arrays bzw. eines CCD-Chips ausgebildet. In Fig. 
3 ist ein Teil der Detektionseinrichtung 4 vergroBert gezeigt. Hierbei ist schematisch 
angedeutet, dass entlang der Richtung 30 die disinformation des vom Objekt 1 
kommenden Lichts entlang des linienformigen Beleuchtungsmusters detektierbar 
ist. Entlang der Richtung 31 ist die spektrale Information eines jeden detektierten 
Objektpunkts auf den Detektor 6 abgebildet. Zur besseren Anschauung sind Linsen 
und andere optische Mittel, die zur FOhrung und Formung des Lichtes notwendig 
sind, in den Figuren weggelassen. 



Der in den Fig. 2 und 3 gezeigte, als CCD-Array ausgebildete Detektor 6 weist eine 
Auslesegeschwindigkeit von 100 Bildern pro Sekunde auf. Bei einer Objektbild- 
gr6Be von 512 x 512 Pixeln ist fur eine gesamte Objektbildaufnahme der Detektor 6 
512 mal auszulesen. Somit ergibt sich eine Gesamtaufnahmedauer eines Objekt- 
bilds von ca. 5 Sekunden. Die Rastergeschwindigkeit der Scaneinrichtung 9 ist mit 
der Auslesegeschwindigkeit des Detektors 6 synchronisiert bzw. darauf angepasst. 
-SomiHiegt-als-ebjektreprasem — bei-der- 
obengenannten BiidgrSBe von 512 x 512 Pixel - sowohl die Ortsinformation als 
auch die spektrale Information eines jeden Bildpunkts vor. 

In Fig. 4 ist ein weiteres Ausfiihrungsbeispiel einer Detektionseinrichtung 4 gezeigt, 
bei der zwischen den Mitteln 24, 40 zum Selektieren eines ersten Spektralbereichs 
25 und dem Detektor 32 ein Mittel 33 zum Zusammenfuhren des Lichts, das die 
Mittel 24, 40 zum Selektieren des ersten Spektralbereichs 25 passiert, angeordnet 
ist. Das Mittel 33 zum Zusammenfiihrung des Lichts ist in Form eines Prismas aus- 
gebildet und erzeugt einen linienformigen Lichtstrahl, der von dem als CCD-Zeile 
ausgebildeten Detektor 32 detektiert wird. In gleicher Weise ist zwischen dem Mittel 
28 zum Selektieren des reflektierten Spektralbereichs und dem Detektor 34 ein 
Mittel 33 zum Zusammenfuhren des dort verlaufenden Lichts vorgesehen, so dass 
durch das Mittel 33 zum Zusammenfuhren des Lichts ebenfalls ein linienformiger 
Lichtstrahl erzeugt wird, der mit dem in Form einer CCD-Zeile ausgebildeten, lini- 
enformigen Detektor 34 detektiert wird. 

Die Fig. 5 und 6 zeigen eine DetailvergroBerung eines spektral selektiven Elements 
8. Der im Querschnitt punktformige Lichtstrahl des Lichts der Laseriichtquelle 2 trifft 
auf einen Spiegel 35, der das Licht in einen ersten AOTF-Kristall 36 reflektiert. Falls 
der AOTF-Kristall 36 derart eingestellt ist, dass kein Licht der Laseriichtquelle 2 zur 
Objektbeleuchtung selektiert wird, durchlauft dieses Licht den ersten AOTF-Kristall 
36 derart, dass es vollstandig von der Strahlfalle 10 absorbiert wird. Falls der erste 
AOTF-Kristall derart eingestellt wird, dass beispielsweise Licht einer Wellenlange 
zur Objektbeleuchtung selektiert wird, durchlauft dieses Licht den ersten AOTF-Kri- 
stall 36 abgelenkt - in die 1 . Ordnung gebeugt -, so dass es in den Beleuchtungs- 
strahlengang 3 eintritt und zur Objektbeleuchtung genutzt wird, was durch den unte- 
ren Pfeil auf das Objekt 1 angedeutet ist. Das am Objekt 1 reflektierte und/oder ge- 



streute selektierte Licht der Laserlichtquelle 2 durchlauft den ersten AOTF-Kristall 
36 in umgekehrter Richtung, trim sodann - in die 1. Ordnung gebeugt - auf den 
Spiegel 35, der das vom Objekt kommende reflektierte und/oder gestreute Licht zur 
Laserlichtquelle 2 reflektiert. Das vom Objekt 1 kommende Fluoreszenzlicht durch- 
lauft den ersten AOTF-Kristall 36 in der 0. Ordnung und passiert den Spiegel 35 hin 
zum zweiten AOTF-Kristall 37. Der AOTF-Kristall 37 ist urn die schematisch ange- 
deutete - optische - Achse 38 urn 180 Grad gedreht angeordnet. Somit macht der 
^weite^OTf --Kristall ^7^ine^ 

Fluoreszenzlichts sowie eine Polarisationsaufspaltung ruckgangig. Die beiden Spie- 
gel 39 dienen lediglich dazu, das die AOTF-Kristalle 36, 37 durchlaufene Licht wie- 
der koaxial zur optischen Achse 38 zu bringen. 

Fig. 6 zeigt in einer perspektivischen Darstellung die Funktionsweise des spektral 
selektiven Elements 8 bei dem erfindungsgema3en konfokalen Rastermikroskop, 
das im Sinn eines konfokalen Spaltscanners arbeitet. Hierbei kommt von der Laser- 
lichtquelle 2 ein im Querschnitt linienffirmig ausgebildeter Lichtstrahl, der vom Spie- 
gel 35 zum ersten AOTF-Kristall 36 reflektiert wird. Die weitere Funktionsweise des 
in Fig. 6 gezeigten spektral selektiven Elements 8 entspricht im Wesentlichen dem 
des in Fig. 5 gezeigten spektral selektiven Elements 8, wobei sowohl der in Fig. 6 
gezeigte Teil des Beleuchtungsstrahlengangs 3 als auch der dort gezeigte Teil des 
Detektionsstrahlengangs 5 jeweils einen linienformigen Querschnitt aufweist. 

AbschiieBend sei ganz besonders darauf hingewiesen, dass die voranstehend er- 
orterten Ausfuhrungsbeispiele lediglich zur Beschreibung der beanspruchten Lehre 
dienen, diese jedoch nicht auf die Ausfuhrungsbeispiele einschranken. 
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Patentanspruche 

1 . Rastermikroskop zum Abbilden eines Objekts (1 ), mit einer Lichtquelle (2), ei- 
nem nahezu stufenlos variabel einstellbaren spektral selektiven Element (8), einer 
nahezu stufenlos variabel einstellbaren spektral selektiven Detektionseinrichtung 
(4), einem von der Lichtquelle (2) bis zum Objekt (1) verlaufenden Beleuchtungs- 
strahlengang (3), einem vom Objekt (1) zur Detektionseinrichtung (4) verlaufenden 

-Detektionsstrahlengang -(5->rwobei mit-dem-spektral-seiektiven-Element (&)~bicht-der- 
Lichtquelle (2) zur Objektbeleuchtung selektierbar ist, wobei mit dem spektral selek- 
tiven Element (8) das am Objekt (1) reflektierte und/oder gestreute selektierte Licht 
der Lichtquelle (2) aus dem Detektionsstrahlengang (5) ausblendbar ist, wobei zu- 
mindest ein Wellenlangenbereich des im Detektionsstrahlengang (5) verlaufenden 
Lichts mit der spektral selektiven Detektionseinrichtung (4) detektierbar ist, 
dadurch gekennzeichnet, dass der Beleuchtungsstrahlengang (3) 
und der Detektionsstrahlengang (5) im Sinn eines konfokalen Spaltscanners aus- 
gebildet sind. 

2. Rastermikroskop nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass im Be- 
leuchtungsstrahlengang (3) eine Beleuchtungsspaltblende (11) vorgesehen ist. 

3. Rastermikroskop nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass im 
Detektionsstrahlengang (5) eine Detektionsspaltblende (13) vorgesehen ist. 

4. Rastermikroskop nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Spaltlange und/oder die Spaltbreite der Beleuchtungsspaltblende (11) und/oder der 
Detektionsspaltblende (13) variabel einstellbar ist. 

5. Rastermikroskop nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Be- 
leuchtungsspaltblende (11) und/oder die Detektionsspaltblende (13) beweglich an- 
geordnete Blenden (16, 17, 18, 19) umfasst, wobei vorzugsweise eine Seite einer 
jeden Blende (16, 17, 18, 19) den Spalt der Beleuchtungsspaltblende (11) bzw. der 
Detektionsspaltblende (13) bildet. 

6. Rastermikroskop nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, dass der 
Beleuchtungsspaltblende (11) und/oder der Detektionsspaltblende (13) jeweils eine 




Vario-Optik (22) zugeordnet 1st, mit der die wirksame Spaltbreite und/oder die wirk- 
same Spaltlange der Beleuchtungsspaltblende (11) bzw. der Detektionsspaltblende 
(13) veranderbar ist bzw. sind. 

7. Rastermikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 6, wobei das spektral se- 
lektive Element (8) ein ansteuerbares aktives optisches Bauteil umfasst, vorzugs- 
weise einen AOTF (Acousto-Optical-Tunable-Filter) oder einen AOD (Acousto-Opti- 
-cal=Deftector): 



8. Rastermikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeich- 
net, dass die spektral selektive Detektionseinrichtung (4) Mittel (23) zur spektralen 
Zerlegung des im Detektionsstrahlengang (5) verlaufenden Lichts - vorzugsweise in 
Form eines Prismas - Mittel (24, 40) zum Selektieren eines ersten Spektralbe- 
reichs (25) zur Detektion mit einem ersten Detektor (6) und Mittel (24, 40) zur Re- 
flexion zumindest eines Teils des nicht selektierten Spektralbereichs zur Detektion 
mit einem zweiten Detektor (7) aufweist. 

9. Rastermikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeich- 
net, dass die Detektionseinrichtung (4) einen flachenformigen oder einen linienfor- 
migen Detektor (6, 7, 32, 34) aufweist, der eine seiner Flachen- oder Linienform 
entsprechende Ortsauflosung aufweist. 

10. Rastermikroskop nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass der De- 
tektor (6, 7, 32, 34) ein CCD-Element umfasst, das in Form eines CCD-Arrays oder 
einer CCD-Zeile ausgebildet ist. 

11. Rastermikroskop nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass im De- 
tektionsstrahlengang (5) vor einem Detektor (6, 7, 32, 34) der Detektionseinrichtung 
(4) eine - vorzugsweise variierbare - Adaptionsoptik angeordnet ist, mit der die 
Form des Lichtstrahls des zu detektierenden Spektralbereichs auf die Detektorform 
anpassbar ist. 

12. Rastermikroskop nach Anspruch 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, dass 
im Detektionsstrahlengang (5) vor einem Detektor (32, 34) der Detektionseinrich- 



tung (4) ein Mittel (33) zum ZusammenfQhren des Lichts angeordnet ist, das einen 
im Wesentlichen linienformigen Oder fokussierten Lichtstrahl erzeugt. 

13. Rastermikroskop nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Mittel (33) zum ZusammenfQhren des Lichts eine Linse, ein Prisma, ein Gitter Oder 
etn Hologramm umfasst. . 

-14: Rastermikroskop-nach-einem-derAnspruche-1-bis-1-3rdadureh-gekennzeieh- 
net, dass der Detektor (6, 7, 32, 34) der Detektionseinrichtung (4) eine Ausleserate 
aufweist, die im us- oder ns-Bereich liegt, so dass vorzugsweise Fluoreszenzle- 
bensdauerexperimente und/oder Abklingverhalten von Lumineszenzpraparaten 
zeitlich aufgelost werden kSnnen. 

15. Rastermikroskop nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass der De- 
tektor (6, 7, 32, 34) der Detektionseinrichtung (4) eine Aktivierungseinheit aufweist, 
die eine zeitliche Aktivierung und Deaktivierung des Detektors ermoglicht. 

16. Rastermikroskop nach einem der Anspruche 1 bis 15, gekennzeichnet durch 
eine Mehr-Photonen-Anregung des Objekts (1) oder eines zur Objektmarkierung 
dienenden Markers. 
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Zusammenfassung 



Die vorliegende Erfindung betrifft ein Rastermikroskop zum Abbilden eines Objekts 
(1), mit einer Lichtquelle (2), einem nahezu stufenlos variabel einstellbaren spektral 
selektiven Element (8), einer nahezu stufenlos variabel einstellbaren spektral selek- 
tiven Detektionseinrichtung (4), einem von der Lichtquelle (2) bis zum Objekt (1) 
verlaufenden-BeletJchtungsstrahle^^ . 
einrichtung (4) verlaufenden Detektionsstrahlengang (5), wobei mit< dem spektral 
selektiven Element (8) Licht der Lichtquelle (2) zur Objektbeleuchtung selektierbar 
ist, wobei mit dem spektral selektiven Element (8) das am Objekt (1) reflektierte 
und/oder gestreute selektierte Licht der Lichtquelle (2) aus dem Detektionsstrahlen- 
gang (5) ausblendbar ist, wobei zumindest ein Wellenlangenbereich des im Detekti- 
onsstrahlengang (5) verlaufenden Lichts mit der spektral selektiven Detektionsein- 
richtung (4) detektierbar ist, und ist zur Detektion eines Objekts (1) bei einer hohen 
Rastergeschwindigkeit bei einem verbesserten Signal-zu-Rausch-Verhaltnis da- 
durch gekennzeichnet, dass der Beleuchtungsstrahlengang (3) und der Detektions- 
strahlengang (5) im Sinn eines konfokalen Spaltscanners ausgebildet sind. 



(Fig. 2) 
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